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 式1テルペノイド化合物の生合成経路
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 のプレニルピロリン酸エステルを経て導かれる。(式1)この縮合反応に関与する酵素は総称的に
 プレニルトランスフェラーゼ(greay1歌ransferase)と呼ばれている。その中でも特にC、5のファ
 ルネシルピロリン酸(famesylpyrophosphate,FPP〉合成に関与するFPP合成酵素については,
 これまでに詳しくその性質が調べられており,その反応様式も朗らかになっている。FPPにさら
 にもう1分子のイソペンテエルピロリン酸Gsopentenyi嚢yrophospkate,王PP)が縮合するとC20
 のゲラニルゲラニルピ・リン酸`錐ranyigeranyipyrophosp致ateGGPP)が生成するが,この
 GGPP合1戎酵素についてはその性質の詳細はほとんど知られていない。式1に示した様に,FPP
 合成酵素およびGGPP合成酵素はともにテルペノイド生合成経路の分岐点に関与する酵素である
 から,その性鷲の比較検討は重要かつ意義のあるこ二とと考えられる。そこで著奢は,この比較を行
 うために・まだよく知られていないGGPP合成酵素の性質や反応様式について検討を捕える露的で
 本研究を行った。
 第一章ゲラニルゲラニルピ農リン酸合成酵素の分離精製と諸性質
 一般に植物からのテルペノイド生合成関与の酵素の分離精製は,その活性の低さや無細胞系にし
 たときの酵素の不活性化の起こりやすさ、更には細胞壁に起歯する酵素の抽出のむずかしさなどのた
 めに非常に困難である。このため,これまでGGPP合成酵素の精製はFPP合成酵素を含まない
 細菌である磁ヒrOcooσμ5む50漉f勉ズ。μ5からなされているだけで・動植物においては,FPP合
 成酵素との相互分離がなされていなかった。しかし反応様式解明グ)ためには,両者の相互分離精製
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 は急務であった。とくにFPP合成酵素はC5(d呈me癒ylaliylpyropkosphate,DPP)からC15
 (FPP)にいたる2段階の反溶を触媒するが,GGPP合成酵素は果してFPP噌GGPPの反応だ
 けを触媒するのか,あるいはDPPからGGPPにいたるすべての縮合反応を触媒するのかの疑問
 を解明するためにはこの相互分離は必須の条件であった。著者は,カボチャ果肉部およびカボチャ
 芽生えからDEAE-Sephadexクロマトグラフィーによりその相互分離に初めて成功した。その結
 果その触媒作用はDPPからGGPPにいたるすべての縮合反応を触媒することが明らかとなった。
 またGGPP合成酵素はMn2+イオンが必須の賦活因子であり,DPP(C5)やGPP(ge撒nyi
 gyro凶osp鼓ate(Clo)を基質とした場合でも生成物は常にGGPP(C20)のみであったことなど
 から,FPP合成とGGPP合成とはすでにその炭素鎖延長反応の初期段階において別々の経路に分
 かれており,その経路選択には金属イオンが重要な役割を果していると考えられる。
 第二章カボチャ芽生えのプレニルトランスフェラーゼについて
 著者はまたカボチャ種子の発芽生長にともなうプレニルトランスフェラーゼの分布と変動を調べ
 た。その結果,FPP合成酵素は種子の状態においてその活性が高く,GGPP合成酵素は発芽後の
 子葉部分に多く含まれていることが解かった。しかも,両酵素活性を種子の発芽生長にしたがって
 測定してみると,FPP合成酵素活性は発芽生長にともない極端に低下してゆくが,GGPP合成酵
 素活性は徐々に増加することが解かった。
ξ
 表1プレニルトランスフェラーゼ活性変動
生長日数
酵素活性
 (nmolproduct/mgProtein/簸r)
 FPP合成酵素GGPP合成酵素
0
2
4
6
8
15cotyledon
lea{
6.99
4.30
0.35
0.i6
0.07
0.35
1.16
0.19
0.69
0.45
0.61
0.90
1.30
1.74
 こ.のことは,植物ホルモンとその生理作用の点から考えると,セスキテルペンのアブサイシン
 (休暇作用)およびジテルペンのジベレリン(生長促進作用)と,これらの前駆体であるFPPお
 よびGGPPの生合成の関連において非常に興味あることである。またこの実験によってカボチャ
 子葉部がGGPP合成酵素の調製材料としてすぐれていることを見出した。
 第三章ゲラニルゲラニルピロリン酸合成酵素の基質特異性
 カボチャからのGGPP合成酵素およびMZ欝04戯漉硲からのGGPP合成酵素を用いて,
 その反応様式解明のためにDPPホモログを用いてまず基質特異性を検討した。
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 合成酵素の基質特異性
 その反応生成物をTLC,GLCおよびGC-MS
 により分析同定したところ,基質を折CgPP
 としたときには,生成物はIPPが2分子縮合し
 てできた`一ClgPPだけであったがッ'一CloPP
 および孟一CuPPを基質にしたときは,生成物はIPPが1分子縮合したトCま5PPとトC生6PP,
 および2分子縮合したトC20PPと孟一C21PPとがそれぞれ確認された。さらに鎖の長い孟一C}2PP
 および孟一CllPPの場合は,1PPが1分子縮合したトCllPPおよび`一C♂Pが唯一の生成物であ
 った。この結果,天然基質DPPやGPPを用いては観測されなかった反応中間体が非天然基質
 を用いて初めて観察された。このことは次の章でのべる反応様式解明のための有力な情報を与える
 こととなった。
 第四章修飾基質によるゲラニルゲラニルピロリン酸合成酵素反応
{
 反応機構解明のため前章でのべた生成物を2種類与える非天然基質トCloPPとオーC}IPPを絹い
 てその反応を検討した。
 その結果,`一CloPPにIPPが1分子縮合して生じた`一C1'Pと2分子縮合して生じた`一C20王)P
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 との相対的生成量は反応時間を変化させても変化しないこと,および別途に合成したトCilPPが
 GGPP合成酵素の基質として働かないことが確認された。同様なことは歩一CuPPを出発基質とし
 たときのカーC1～Pと古一C瓢PPとの関係においても確認された。したがって古一C15PPやトCllPP
 は中間体として蓄積したのではなく,それぞれが反応最終生成物として生じたものであるとの結論
 に達した。これらの実験事実力ちGGPP合成酵素の反応機構はC5鱒Clo→C15→C20反応を}挙
 に同一部位で触媒する反応機構図3が適当であると考えられる。
 第五章カボチャからのゲラニルゲラニル
 ピロリン酸合成酵素とMicrOCOCUS
 lysodeikticusからのゲラニルゲラ
 ニルピ瓜リン酸合成酵素との比較
 カボチャとMZッso4麗だ琵。μεは,前者がFPP
 合成酵素を含み後者は含まないという違いがある
 にもかかわらず,どちらからの酵素も同じ触媒作
 用を示す。しかし,M如SO4βf勧記μεからの酵素
 の方が基質特異性がいくぶん高いという結果を得
 た。さらに両者の最大の相違点は金属イオンの要
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 図3GGPP合成酵素の反応様式
 求性にあり,カボチャではMn2+イオンが必須であり,ルロ欝04威あ㎝5ではMg肝イオンが必須
 であった。
 第六章ファルネシルピロリン酸合成酵素とゲラニルゲラニルピ羅リン酸合成酵素との比較
 爾酵素は非常に類似した反応を触媒するのにもかかわらず,FPP合成酵素ではMg肚イオンが活
 性発現に有効な因子であり,GGPP合成酵素ではMn2督オンが必須因子であった。その基質特異
 性はGGPP合成酵素の方が高く,FPP合成酵素の基質となり得てもGGPP合成酵素の基質とは
 なり得ない化合物が数種類見出された。またFPP合成酵素が本来の生成物より炭素数3ケも長い
 生成物(C18体)まで合成するのに鹹し,GGPP合成酵素の合成し得る最長炭素鎖化合物は
 五一C21PPであった。また反応機構の検討から,FPP合成酵素は反応が段階的に別々の反応部位で
 行われ基質盈DPPとした場合には中間体であるGPPの蓄積がみられたが,GGPP合成酵素の場
 合は一連の反応は同一部位で一挙に行われ基質をDPPまたはGPPとした場合でも中間体の蓄積
 がみられない。この様に,而酵素は類似反応を触媒するのにもかかわらず反慈機構はかなり違って
 いるという興味ある結論を得た。
第七章考察
 著者はテルベノイド生合成における重要な反応過程の一つである炭素鎖延長反応について検討を
 加えた。その結果,鎖延長反応はすでに初期段階において最終生成物が何であるかにより分かれて
 存在すると考えられる。この合成経路の決定因子として金属イオンが重要な役割を担っているもの
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 と考えられる。豪た,カボチャ種子を用いての実験より,種子の発芽生長にともない,FPP合成
 酵素活性は極端に低下するがGGPP合成酵素活性は徐々に増加することが解かった,。これは植
 物ホルモンの生合成との関連から非常に興味あることである。さらにGGPP合成酵素とFPP合成
 酵素との反応を非天然基質を周いて比較検討した結果,GGPP合成酵素による最長鎖生成物はC21
 体であり,FPP合成酵素の場合はC18体であったことなどからその基質特異性はGGPP合成酵
 素の方が高いと言える。またその反応様式はFPP合成酵素の場合反応が段階的に別々の反応部位
 で行われるのに対して,GGPP合成酵素の場合は,反応は基質が何であれ同一反応部位で一挙に行
 われ中間体を蓄積しない反応様式であるとの結論に達した。このことはさらにテルペノイド生合成
 における基本的な炭素鎖長の機作を解明していくうえで今後重要な鍵となると考えられる。
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 論文審査の結果の要旨
 表題のゲラニルゲラニルピロリン酸合成酵素はファルネシルピロリン酸合成酵素と並んで,イソ
 プレノイド生合成上,基本的過程である炭素鎖延長反応を触媒する酵素として重要である。前者は
 ジテルペンやカロチノイドの前駆体の合成に関与するもので,特に植物において重要であるが,後
 者との共存のために研究が遅れていた。
 著者はこの点に着目し,カボチャの果実および芽生えからの本酵素の分離を試み,その性質の詳
 細を明らかにした。
 第1章では,カボチャ果肉部からの酵素の精製を検討し,ゲラニルゲラニルピロリン酸合成酵素
 とファルネシルピ・リン酸合成酵素の相互分離に成功した。この相互分離は初めての例であり,こ
 れによって表題の酵素の研究の基礎を作った。本酵素はマンガン・イオンを必須因子として,C5→
 C圭rr}C15→C20の3つの縮合反応を連続して触媒し,途中に中開体を蓄積しないことを確証した。
 このことは植物におけるC15迄とC20迄の鎖延長の相互関係について極めて重要な知見である。
 第2章では,カボチャ種子の発芽成長に伴う2つの鎖延長酵素の活性変動を研究した。その結果,
 種子においては,C生5迄の鎖延長が主であるが,発芽に伴いC20迄の鎖延長酵素の活性が急速に増
 加すると・もに,前者が減少するという興味ある現象を見出した。
 また,この結果は従来植物より得にくかった蓑題の酵素の調製法の上でも有用な知見となった。
 第3章では,,本酵素の基質特異性を調べた。これにより,10種類余りの非天然基質が見出され
 た。
 第4章では,前章において得た知見を基にして,修飾基質を用いて酵素反応を解析し,本酵素に
 よる連続的反応の触媒機構に対して興味ある知見を得た。
 第5章では,カボチャの酵素とM∫crococc%sZ鐸046滅。麗の同酵素との性質を比較し,両者の
 間には顕著な差異のあることを見出した。
 第6章では,本酵素の性質を総括し,ファルネシルピロリン酸合成酵素との反応機作上の相違を
 論じながら,本酵素の濡性部位に関する興味あるモデルを提唱した。
 これらの成果はイソプレノイド生合成における最も基本的なファルネシルヒ。ロリン酸とゲラニル
 ゲラニルピロリン酸の酵素的合成の相互関係についての従来からの課題を解決すると・もに,酵素
 反応機作の理解を深めるうえで重要な貢献をしたものと言える。
 よって新家敏弘提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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